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Oligopepuidicke inhibitory elast 




Oblast techniky ^ , 

Vj-nales se tyka oligopeptidickych inbibitoru elastaz, 
svldste pak leukocy tarni elastazy (151). Elestolyticke enzy- 
my, napf. LE anebo pankreaticka elastaza (PE) nalezi k se- 
rinovym proteinazam, ktere narusuji (degraduji) prirodni 
substrat elastin; elastin tvofi podstatnou cast bxlkovinn6 
hmoty organizmu. Ve zdravem organizmu 39 tato destrukcni 
aktivita inhibovana endogennimi enzymy, napf. proteina- 
zovym iahibitorem ( «^-^PI). V pfipade nedostatku J^-^^PI z 
ruznych pricin (infekce, vyziva , pracovnl prostredi, dedic- 
nost) nastava autodigesce zivotne dulezitych organu LE a PE 
a tim ku vzniku spolecenskych zavaznych chorob, jakou 
napf. akutni pankreatitida , plicni emfyzem, artritida nebo 
gingivitida. 

Dosavadni stav techniky 

Jednou z moznosti dosahnout homoestaze , tj. rovnovahy 
mezi elastazou a odpovidaoicim endogennim inhibitorem 
(v pfipade patogenniho stavu), je substitucni terapie , tj. 
aplikace exogenniho pfirodniho anebo syntetickeho inhibi- 
toru typu c(- PI. Tento zpiisob je prakticky provaden aplika- 

^PI, jednak pfirodniho (Antilysin"^, Trasylol^, 
Contrykal^) anebo napf. syntetickeho inhibitoru typu Nafam- 
Stat mesylat, PUT (Tori Co, Tokyo, Japan). V nedavne minu- 
losti puvodci navrhli synteticky licinny inhibitor v terapiiy 
akutnx pankreatitidy Glt-Ala^-NHBt , Inpankin VTJPB 16854 
(Gut 53, 701-706 (1992)). 

Vaznym nedostatkem izolovanych (pf irodnich) inhibitoru 
je jich antigenita, ( ^^--j^PI je druhove specif icky) ale i 
event, kontaminace bovinni spongif ormni encef alopat ii (BES) . 
Naopak synteticke nizkonolekularni inhibitory postradadi 
tyto vedleasi licink^^, jsou ucinnejsi a stabilnejsi. Je.oich 
chemicka struktura je pfesne definovana a charakterizovana, 
chemicky i fyzikalne. 



Podstata vynalezu 



Vynalez se tyka oligopeptidickych inhibitoru elastaz 
obecneho vzorce I 



Y - NH 

CI), 




X - NH ^ CO - Ala - Ala - Pro - 1^ - iBu 



kde X znacx A nebo pricemz A se lisi od B, 

Y znaci A nebo B nebo A-Ala, pricemz A se lisi od B, 

a oe-li A-Ala, pak X znaci B, 
A znaci nasycenou kyselinu s 8 az 16 atomy uhliku, 
B znaci zbytek 3-karboxypropionylu nebo 4-karboxybuty- 
roylu. 



Sloaceniny obecneho vzorce I jsou licinne kompetitivni 
inhibitory serinovych proteinaz, zvlaste pak leukocytarni 
elastazy (LS) a pankreaticke elastazy (PE). a?yto enzymy de- 
struktivne poskozuji bunecne a cevni steny a jsou pf icinou 
zavaznych onemocneni, Vedle nejcasteji sledovaneho plicniho 
emfyzemu, akutni pankreatitidy , ruznych typu artritid, jsou 
to hemoragicke zanety periodontu; proto jednou z atraktivnich 
aplikaci je pouziti techto sloucenin jako prisady do ruznych 
dentalnich pripjravkii, napf . zubnich past, zubnich listnich 
vod. Zvlaste zadimayou aplikaci je pouziti techto ucinn^y^ch 
inhibitoru jako prisad do zubnich zvykacich gum; prisady 
V techto medicinalnich pripravcich zarucuji konstantni hla- 
dinu ucinneho inhibitoru v ustni dutine i v dennim pracovnim 
rezimu, kdy z casovych a pracovnich duvodu neni mozn6 zubni 
chrup spolehlive hygienicky osetfit standardnim zpusobem 
(kartackem a zubni pastou). 



Zcela V neposledni rade potencialni uplatneni 
inhibit oru IE pri blokade aktivace pro-enzymu, napr. 
katiaepsinu B (Biochim. Biophys. Acta 1226, 117-125 (19S4) 
anebo inhibici matrix me taloproteinazy 3 (t^MP-^) tzv, stro- 
melysinu z odpovidaDiciho zymogenu (FEES Lett. 249, 355-356 
(19S9)). LiMP-5 je znama jako klicovy enzym v patogenezi 
maligniho oneciocnenx a roz^useae sklerozy (sclerosis 
multiplex) . 

Protoze ucinne inhibitory jsou syntetizovany vyhradne 
z fyziologickych, tudiz netoxickych komponent, tj. amino- 
Icyselin (alaninu, prolinu a lysinu) vyssich mastnych kyse- 
lin a kyseliny jantarove ci glutarove, o^ou dostatecne za- 
ruky jejich zdravotni nezavadnosti. 

Slouceniny obecneho vzorce I Ize pousivat ve forme 
vclnych kyselin, resp. z duvodu vyssi rozpustnosti ve forme 
rozpustnych soli, napf, s alkalickymi kovy, zejm^na sodnou. 

Synteza oligopeptidickych inhiuitoru elastazy podle vy- 
nalezu vcetne vsech meziproduktu, je vyznacena schematy 
1, 2 a 3» Konecne slouceniny a meziprodukty jsou charakte- 
rizovany teplotou tani (t.t.), pripadne optickou rotaci 
anebo i chroma tografii na tenke vrstve (G?LC) a hodnoty qsou 
vyznaceny v tabulkach I az VI. 

Klicovou slouceninou pro -syntezu vsech oligopeptidic- 
V;7ch inhibitoru je isobutylamid alanyl-alanyl-prolinu 
(Collection Czechoslov. Chem. Commun. 52, 5054-5041 (1987); 
acylace aminokyselin vyssimi mastnymi zbytky je popsana v 
patentovem spise c. OS 280 726. Vlastni synteza mezipro- 
duktu a konecnych latek je provedena syntezou v roztoku a 
je zreama z pf ikladu provedeni. Hodnoceni (stanoveni inhi- 
bicnich konstant Ki) lidskou leukocytarni elastazou bylo 
provedeno znamym zpusobem (Biol. Chem. Hoppe-Seyler 366, 
555-5^5 (1935)) a vysledky stanoveni nekterych sloucenin 
03OU vyznaceny v tabulce VII. 

Pouzite zkratkj' a symboly maai nasleduiici vyznam: 
11a = alanin Kpl = kaproyl 

Pro = prolin Lau = lauroyl 

lys = lysin Myr = myristoyl 

Sue = sukcinyl Pal = paliaitoyl 

Git = glutaryl 




Z = benzyloxykarbonyl Sue - 6 = anhydrid 

Boc = tert.butyloxykarbonyl kyseliny jantarove 

iBu = isobutyl 

AcOH = Icyselina octova 

DidFA = diaethyf oriaaniid 

iicOEt = octan ethylnaty 

DCCI = N,K-dicyklohexylkarbodiiciid 

CHSuc = N-hs'droxysukcinimid 

EtO-CO-Cl = chlormravencan ethylnaty 



Standardni zpusob pfipravy: surovy reakcai produkt se roz- 
pusti V AcOSt a postupne se vytfepe 1% kyselinou citronovou, 
vodou, 5% NaHCO^, vodou, vysusi bezvodym Na2S0^ a odpari. 
Veskera odpafovani se provadela za snxzeneho tlaku na ro- 
tacni vakaove odparce . 

Chroraatograf ie na tenke vrstve (TLC- silikagel G) byla 
provedena v soustave S^: n-butanol - l^J'selina octova — voda 
: 1 : 1) 

Opticka rotace byla zmefena najpoiariiaetru Perkin-Elmer 141. 
T.t. byly stanoveny na Koflerove bloku a nebyly korigovany. 



Schema 1 



Boc-Iiys(Z) + Ala-Ala-Pro-ii?I-iBu 

I 

Boc -Iqts ( Z ) -a la -a la-Pro-KH-iSu 

Boc-I^s-Ala-Ala-Pro-IiH-iBu 
j Pal-Cl 

Boc -I^ys (Pal)-A la-A la-Pro-lffi-iBu 
} TFA/anex L 150 

I^s(Pal)-A la-Ala-Pyo-im-iBu 
j Suc-b 

S uc -Lqts ( Pa 1 ) -a la -A la -Pr o-NH-iBu 
I 



— 6 — 



Schema 2 

A - Lys(Z) - Ala - Ala - Pro - HH - iBu 
Hg/Pd Il(a-d) 

A - Lys - Ala - Ala - Pro - NH - iBu 
M - b . Ill(a-d) 



■A - 


• Lys(M) 


- Ala - Ala - Pro - 


im - 


iBu 








IV(a- 








II, III 


A- 




, IV 


A 


M 


a 


Kpl 




a 


Kpl 


Sac 


b 


Lau 




b 


Lau 


Sue 


c 


Myr 




c 


Myr 


Sue 


Q 


Pal 




d 


Pal 


Sue 








e 


Kpl 


Git 








f 


Lau 


Git 








g 


Myr 


Git 








ii 


Pal 


Git 




Schema 5 

Boc - l^s - Ala - Ala - Pro - KK - iBu 

Boc - LysCB) - Ala - Ala - Pro - RH - iBu 
. VCa-d) I 1) HCl/AcOH 2) anex (Zerolit) 
Lys(B) - Ala - Ala - Pro - liE - iBu 

ViCa-d) \ Sue - O 
Sue - I^s(B) - Ala - Ala - Pro - KH - iBu 
Vll(a-d) 



V, VI, VII 


B 


a 


Kpl-Ala 


b 


La u-A la 


c 


Myr-A la 


d 


Pal-Ala 



•Taoulka I 



II(a- 


d) 


T.t. °G 


a 


Kpl-Lj's ( Z ) -A la-A la -Pro-ITO-iBu 


205-208 


b 


La u-Ly s ( Z ) -A la -A la -?r o-NH-iBu 


I88-I90 


c 


My r-Ly s ( Z ) -A la-A la-Pr o-KH- iBu 


178-181 


d 


Pa 1-Ly s ( Z ) -A la -A la -?r o-im- iBu 


169-172 


Tabulka II 




IlKa 


-d) 


T.t. °C 


a 


Kpl-Lys-A la-A la-Pro-I^H-iBu 


177-181 


b 


La u-Lys-A la-A la -Pr o-l-m- iBu 


185-185 


c 


Myr-Ly s-A la-A la-Pro-iJE-iBu 


173-176 


d 


Pal-Ly s -A la-A la-Pro-NH-iBu 


15^-158 


Tabulka III 




IV(a- 




T.t. °C 


a 


Kpl-Lys (Sue )-Ala-Ala-Pro-ivH-iBu 


1 /I *1 T Jiji 

X*+ -L— ±H'H- 


b 


La u-Ly s ( S uc ) -A la-A la -Pro-NH-iBu 




c 


Myr-Lys (Sue )-A la-A la-Pro-im-iBu 


148-151 


d 


Pa 1-Ly s ( S uc ) -A la -A 1 a -Pr o-lJH- iB u 


X^£l— ±*f *f 


e 


Kpl-Lys ( Git )-A la-A la -Pro-ITH- iBu 


126-128 


f 


La u-Ly s ( Gl t ) -A la -A la -Pr o-l-IH- iBu 


152-155 


g 


Myr-Lys (Git )-A la-A la-Pro-NH-iBu 


147_150 


■ h 


Pa 1-Ly s ( Git ) -A la -A la-Pro-ira-iBu 


124-126 


Tabulka IV 


« 


VCa-d) 


T.t. °C 


a 


Boc -Lys (Kpl-Ala ) -A la -A la -Pr o-liH- 


iBu 179-182 


b 


Boc -Lys ( La u-A la ) -A la -A la -Pr o-im- 


iBu 181-184 


c 


Boc-Lys (Myr-Ala )-A la-A la-Pro-iTH- 


•iBu 133-135 


d 


Boc -Lys ( Pa 1 -A la ) -A la -A la -Pr o-iffi- 


iBu 146-150 
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Tabulka 


V 








Vl(a-c) 








/-V 


a 


Ly3(Kpl-Ala)-Al£ 


-A la-?ro-riH-i5u 


185-186 




b 


Lys C La u-A la ) -A Is 


-A la-?ro-HK-i3u 


139-191 




c 


Lys(ivlyr-iila)-iila 


-A la-?rc-i\H-iBu 


15^-157 




Q 


Lys (?a i-A la ) -A la 


-A la -Pro-l)<I-:-iBu 


158-151 




Tabulka 


VI 








V.II(a-d 


) 




T.t. 




a 


Suc-LysCPLpl-Ala) 


-A la-A la -?r o-KH-i5u 


182-186 




b 


S uc -Lys ( La u-A la ) 


-A la -A la-?ro-HK- iBu 


188-189 




c 


S uc -Lys ( Myr-A la ) 


-A la -A la -Pro-KH-iB u 


1S1-1&4- 




d 


3uc-Lys(?al-Ala) 


-Ala-Ala-?ro-NK-iBu 


171-17^ 




T'sbulka 


VII 








j.nhibicnx konstanty (Ki) 


lidske leukocyfcarni 


elastas?/ 





Ilia Kpl-Lys-Ala-Ala-?ro-l>IE-i3u 2,27.10"-' UL 

IVa Kpl-Lys(Suc)-Ala-Ala-Pro-Un-iBu ^,50,10"^ M 

r\^b Lau-LysC3uc)-Ala-Ala-?ro-I^K-iBu 5,52.10"^ M 

rVc Myr-Lys(3uc)-Ala-Ala-?ro-riH-iBu 6,82.10"^ M 

IVe Kpl-Lys(Glt)-Al3-Ala-Pro-I^H-iBu 9,96.10"° M 

rVf Lau-LysCGlt)-Ala-Ala-?ro-l'IE-iBu 7,55.10"^ M 

rvh Pal-Lys(Glt)-Ala-Ala-Pro-NK-iBu 1,46,10"^ M 

VIb Lys(Lau-Ala)-Ala-Ala-?ro-NH-iBu 5,38.10"'' 



M 



Vllb Suc-Ly3(Lau-Ala)-Ala-Ala-Pro-m-iBu 6,92,10"'' M 
VId Lys(PaL-Ala)-Ala-Ala-?ro-IJH-iBu 2,^7.10"^ M 

Vlld Suc-Lys(P3l-Al3)-Ala-Ala-?ro-iiE-iBu 1,19.10*"^ lA 




Priklady provedenx 
Priklad 1 

Boc -Ly s C Z ) -1 la -A la -Pr o-im- iBu 

K roztoka Boc-Lys(Z) (20 mmolu) a K-Etp (2,3 ml) v 
miFA (pO ml) ochlazenemu na -10 °C byl pridan StOCO-Cl (2 ml); 
po 5min miciaanx a chlazeni (-10 ^C) byl k reakcnimu roztoku 
pridan roztok Ala-Ala-Pro-l^-iBu (6,3 g; 20 mmolu) v DMFA 
(20 ml). Po 30 min michani pfi 0 ^0 a 2 h pri teplote mistno- 
sti byl reakcni roztok odparen, odparek rozpusten ve smesi 
AcOEt a vody a standardnxm zpusobem I zpracovan, Pevny odpa- 
rek byl kr;>^stalovan z 2-propanolu a petroletheru* Bylo zxska- 
no 5,7 S produktu o t.t. 168-170 ^0. 

Boc -Ly s-A la-A la-Pr o-NH-iBa 

K roztoku Boc-Lys(Z)-Ala-Ala-Pro-KH-iBu (3,4 g; 5 mmolu) 

V methanolu (300 ml) byla pfidana suspenze 5% Pd/C (0,3 g) v 
toluenu (10 ml) a reakcnx smes byla hydrogenovana v autoklavu 
20 min pri tlaku 2 MPa* Po odfiltrovani katalyzatoru byl metha- 
nolicky roztok odparen. Bylo ziskano 2,8 g o t.t. 150-153 

Boc -Ly s ( Pa 1 ) -A la -A la-Pr o-m- iB u 

K roztoku Boc-I^jrs-Ala-Ala-Pro-lTH-iBu (1,1 g; 2 mmoly) v 

V DL'iFA (4 ml) a 1 M KaOH (3,5 ml) bylo pri teplote mistnosti 
pfidano behem 30 m/Pal-Cl (1 ml); po dalsich 30 min michanx 
byl reakcni roztok okyselen 10% AcOH (pH 5) a vyloucena hx-*u- 
bozrnna srazenina byla odf iltrovana, Bylo zxskano 0,9 g chro- 
matograficky homogenniho produktu ( = 0,71/3^). 

Ly s ( Pa 1 ) -A la-A la-Pr o-KH- IBu 

K roztoku Boc-Io''s(Z) -A la-A la-Pr o-IIH-iBu (590 mg) v 
AcOK (0,5 ml) byl pridana TEA (0,5 ml). Po 1 h stani pfi 
teplote mistnosti byl reakcni roztok odparen a vysusen nad 
kyslicnikem fosforecnym. Potbm byl ziskanj^ trif luoracetdt 
rozpusten v methanolu a deionizovan na slabe basickem anexu 
(L 150). Bylo ziskano 180 mg produktu (baze) o t.t. 139-1^2 ^0 
L'^J^ -78,3 ^ (c = 0,2; methanol). 




3 uc -1^-3 ( Pa 1 ) -A la-A la -?r o-LTI-iBu 

K roztoku Lys(Pal)-Ala-Ala-Pro-Iffi-iBu (140 msft2 mmoly) 

V DklFA (20 ml) byl pf idan k reakcnxmu roztoku anhydrid kyseli- 
ny oantarove (25 mg); po 50 min zahfivani pri 80 °C byl 
reakcni roztok odparen a gelovity odparek byl krystalovan 

z rot Oku DMPA a AcOEt. 3ylo ziskano 60 mg produktu o t.t. 
157-160 °C; ^^1° -73.5 ° (c = 0,2; msthanol). 

Priklad 2 

Myr-I^>'s ( Z ) -A la -A la -Pr o-ira-iBu ( lie ) 

K roztoku Myr-Lyz(Z) (5,05 g; 10 mciolu) v DMPA (150 ml) 
byl pf idan HOSuc (1,15 s) v DMPA (20 ml); po ochlazeni na O °C 
byl pridan DCCI (2,2 g). Po 1 h michani a chlazeni (0 °C) byl 
pfidan Ala-Ala-Pro-NH-iBu (5,15 S; 10 mmolu) v DMPA (25 ml). 
Po 12 li stani pri teplote mistnosti bylo k reakcnimu roztoku 
pfidano AcOH (0,2 ml) a reakcni suspense po 50 min ulozenl 
pri 0 °C byla sfiltrovana a proniyta DilPA, a odparen^ Gelovity 
odparek byl krystalovan z horkebo DMPA (40 ml). Bylo ziskano 
4,7 S produktu, o t.t. 178-181 °C. Obdobnym zpusobem byly 
pripraveny slouceniny II(a,b,d) 

Myr-Lys-Ala-Ala-Pro-NH-iBu (IIIc) 

K roztoku Myr-Ic7^s(Z)-Ala-Ala-Pro-KH-iBu (4 g; 5 mmolfi) . 

V methanolu (500 ml) byla pridana suspenze 5% Pd/C (0,3 g) 
a tlakovd hydrogenolyza byla provedena obdobne (2 MPa) jak 
je uvedeno v pfiklade 1. Bylo ziskano 2,9 g produktu o t.t. 
175-176 °C. Obdobnym zpCisobem byly pripraveny sloucenixiy 
III(a,b^). 

Myr-Lys (S uc )-A la-A la-Pro-NH-iNH-iBu ( IVc ) 

K roztoku Myr-Lys-Ala-Ala-Pro-l^K-iBu (1,55 8,2 mmoly) 

V dioxanu (50 ml) byl pridan anhydrid kyseliny jantarove 
(560 ma) a reakcni roztok byl 50 min zahrivan pod zpetnym 
chladicem. Po ochlazeni' bylo ziskano 1,75 S produktu o t.t. 
148-151 °C. Obdobnym zpuaobem byly ziskany slouceniny IVCa,b,d) 




Pa 1-Ly s (Gl t )-A la-A la-Pro-HH^iBu ( IVh) 

K roztoku Pal-Lys-Ala-Ala-Pro-l\K-iBu (2,05 6i 3 mmoly) 
V dioxanu (30 al) byl pridan anhj'^drid kyseliny slutarov6 
(600 iiig) a reakcni roztok byl zahf ivan 30 min pod zpetnym 
chladicem; po ochlazenx bylo ziskano 2,1 g produktu o t«t« 
124-126 ^0. C^J^ -3^,6^ (c = 0,2; DMPA). Obdobnym zpuso^ 
bem byly pfipraveny slouceniny IV(e-g). 

Prxklad 3 

Boc-Lys(Pal-Ala)-.ikla-Ala-Pro-NH-iBu (Vd) 

K roztoku Pal-Ala (9S5 mg; 3 mmoly) v DMPA (25 ml) byl 
pridan OHSuc (350 mg) a po ochlazeni ria -5 byl k reakcni- 
mu roztoku pridan DCCI (660 mg) ; po dalsich 50 min raichani a 
chlazeni (-5 ^G) byl pridan roztok Boc-Lys-Ala-Ala-Pro-NH-iBu 
(1,65. g; 3 mmoly) v DMPA (30 ml). Po 3 h michani pri teplote 
mistnosti byla vyloucena srazenina odf iltrovana, promyta D&CPA 
a k nekrystalickemu odparku byla pfidana voda (50 ml)# Vylou- 
cena srazenina byla odfiltrovana a byla krystalovana z 2-pro- 
panolu. Bylo ziskano 1,75 S produktu o t.t. 146-150 ^C. 
Obdobnyci zpusobem byly ziskany slouceniny V(a-c). 

Ly s ( Pa 1-A la ) -A la-A la -Pr o-lTO- iBu ( V Id ) 

K roztoku Boc-Lys(Pal-Ala)~Ala-Ala-Pro-NH-iBa (1,7 g; 
2 mmoly) v AcOH (20 ml) byl pridan roztok 0,6 M HCl/AcOH 
(4 ml). Po 3 stani pfi teplote mistnosti byl vznikly hydro- 
chlorid vysrazen etherem, odfiltrovan a vysusen nad kyslic- 
nikem fosforecnym a WaOH. Potom byl hydrochlorid deionizovan 
silne basickym anexem (Zerolit PF/OH-cykl) v methan9lu, 
roztok byl odparen a pevny odparek byl krystalovan z 2-pro- 
panolu a petroletheru. Byla zxskana baze (820 mg) o t^t. 
158-161 ^0. Obdobnym zpusobem byly pfipraveny slouceniny 
Vl(a-c). 



• 



i 



Sac-Lys(Pal-Ala)-Ala-Ala-Pro-I^K-iBu (Vlld) 

K ro7.toku I^s(PQl-Ala)-AlQ-Ala-Pro-Fri-iBu (750 mg; 
1 mmol) V DirfiFA (20 ml) byl pridan anhydrid kyseliny jantarove 
(160 Eig)» Po 2 h laichani pfi teplote aistnosti byl produkt 
vysrazen prxdavkem vody (50 ml) a krystalovan z 2-propanolu 
a AcOSt. Bylo ziskano 590 mg konecneho produktwo t»t. - 
171-17^ Obdobnym zpusobem byly pfipraveny slouceniny 

Vll(a-c). 




PATENTOVE NJiROKY 
Oligopeptidicke inhibitoiTj'' elastaz obecneho vzorce I 



X - NH CO - Ala - Ala - Pro - NH - iBu 

kde X znaci A nebo B, pficems A se lis! od B, 

Y znaci A nebo B nebo A-Ala, pficemz A se lis! od B, 

a je-ll A-Ala, pak X znaci B, 
A znaci nasycenou kyselinu s 8 az 16 atomy- uhliku, 
B znaci zbytek 3-karboicypropionylu nebo 4~karboxybutyroylu 



